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INTRODUÇÃO 
 A periodontite é uma doença inflamatória resultante de uma complexa interação entre 
microrganismos colonizadores do biofilme subgengival e a resposta imuno-inflamatória do 
hospedeiro. É caracterizada por alterações histopatológicas irreversíveis, como destruição do 
ligamento periodontal, destruição óssea e aprofundamento das bolsas periodontais, que podem 
convergir para a perda dentária (CHAPPLE, 1996; KINANE, 2017).   
Porphyromonas gingivalis, considerada patógeno-chave na disbiose periodontal 
(HAJISHENGALLIS, 2014), pode induzir a resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro, 
levando à produção de citocinas e inibindo a apoptose. Um dos mecanismos utilizado pela 
bactéria está relacionado à produção de HmuY, uma proteína cuja função primária é a 
captação de ferro, mas que se comporta também como um importante imunógeno 
(TRINDADE et al., 2012; TRINDADE et al, 2013; CARVALHO-FILHO et al., 2013). 
Dentre as proteínas relacionadas à apoptose as caspases se destacam por estarem 
envolvidas em diversas vias deste tipo de morte celular. São uma classe de cisteína proteases 
ativadas através de uma cascata proteolítica, cujas iniciadoras são a caspase-8 (CASP8) e a 
caspase-9 (CASP9).  
A CASP9 é uma iniciadora da via intrínseca de apoptose, que pode ser desencadeada 
por estímulos apoptóticos intrínsecos, tais como danos ao DNA ou estímulos estressores ao 
retículo endoplasmático. Estes estímulos desencadeiam uma série de eventos que levam à 
formação de uma estrutura denominada apoptossomo, que recruta e ativa CASP9. Com esta 
ativação, a CASP9 ativa as capazes executoras em uma cascata de zimógenos que culmina na 
morte celular (STEPHEN, 2010). 
Diante da necessidade de melhor compreender a interação patógeno-hospedeiro na 
periodontite via HmuY de Porphyromonas gingivalis e apoptose, o presente estudo buscou 
avaliar a expressão gênica de CASP-9 em células mononucleares do sangue periférico 
(CMSP) humanas, em indivíduos com e sem periodontite. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
Este estudo experimental foi realizado com participantes com idades acima de 18 anos e 
de ambos os sexos, que buscaram voluntariamente a Clínica Odontológica Joildo Guimarães, 
do curso de Odontologia da Universidade Estadual de Feira de Santana. Os seguintes critérios 
de elegibilidade foram avaliados pela anamnese: idade maior ou igual a 18 anos, ausência de 
diabetes, hipertensão, doenças auto-imunes, doenças reumáticas, gestação atual, tratamento 
periodontal anterior, tabagismo atual ou anterior, uso de antibióticos e antiinflamatórios, 
respectivamente, nos três e um meses anteriores à coleta. Foram preenchidos formulários para 
obtenção e assinatura do termo de consentimento informado, permanecendo uma cópia com 
os mesmos.  
O diagnóstico de presença ou ausência periodontite foi feito com base nos critérios 
propostos por GOMES-FILHO et al. (2007). Todos os indivíduos com periodontite também 
se encaixavam nos critérios de periodontite grave, apresentando pelo menos dois sítios 
interproximais com perda de inserção clínica maior ou igual a 6mm (não afetando o mesmo 
dente) e no mínimo um sítio interproximal com profundidade de sondagem maior ou igual a 
5mm (PAGE & EKE, 2007).  
Após a coleta de sangue dos participantes, as células mononucleares do sangue 
periférico (CMSP) foram obtidas por centrifugação em gradiente de densidade. A integridade 
da membrana celular foi determinada por exclusão com de Azul de Tripan. As CMSP foram 
cultivadas em placas de 24 poços por 48h a 37º, em estufa de CO2, sob o estímulo da proteína 
recombinante HmuY de P. gingivalis A7436. Um poço com células sem estímulo foi mantido 
na cultura para a análise da expressão basal de CASP-9 pelas células.  
O RNA total foi extraído de todas as amostras da cultura de CMSP com o RNeasy Mini 
Kit da QIAGEN (número de catálogo: 74104) e depois convertido em DNA complementar 
(cDNA). Em seguida, para a análise da expressão gênica foi utilizado um sistema de PCR em 
tempo real (ABI QuantStudio 384-well block) com um arranjo permitiu a análise simultânea 
de 42 genes envolvidos em mecanismos de apoptose (incluindo CASP9), reposta de células T, 
inflamação e receptores celulares, além dos controles endógenos.   
A análise dos dados foi feita utilizando um programa online disponibilizado pelo 
fabricante (RT2 Profiler PCR Array Data Analysis - SABiosciences). O programa realizou 
todos os cálculos de diferença de expressão baseado no AACt. Comparações dos valores de 
expressões gênicas aumentadas foram consideradas significantes com p<0,05. 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Foram convidados a participar do estudo 46 indivíduos. Após a verificação dos critérios 
de elegibilidade e do exame periodontal, permaneceram 16 indivíduos, oito com periodontite 
(CP) e oito sem periodontite (SP). A média de idade dos participantes do grupo CP foi de 
41,95 anos ± 9,7 anos e do grupo SP foi de 37,92 anos ± 10,8 anos. Com relação ao sexo dos 
voluntários, entre os participantes do grupo CP, 65% eram do sexo feminino e 35% eram do 
sexo masculino. Já no grupo SP, 65,4% eram do sexo feminino e 34,6% do sexo masculino. 
Não houve diferença estatisticamente significante na média da idade (p=0,565) e na 
proporção de indivíduos do sexo masculino ou feminino (p=0,958) entre os dois grupos, 
demonstrando que ambos foram homogêneos no que diz respeito a estas duas co-variáveis. 
Quanto à expressão de mRNA para o gene da caspase9 (CASP9), proteína relacionada à 
via intrínseca da apoptose, foi observada uma regulação negativa, estatisticamente 
significante, no grupo CP em comparação com o grupo referência SP, quando as células 
foram cultivadas com a proteína recombinante HmuY (p=0,0027), como pode ser observado 
no gráfico 1. Não foi observada diferença estatisticamente significante quando as células 
foram cultivadas sem estimulação antigênica (Gráfico 2). 
.  
Gráfico 1: Expressão de mRNA de caspase 9 (CASP9) em células de indivíduos sem periodontite (SP) e com periodontite (CP) cultivadas 
com a proteína recombinante HmuY de Porphyromonas gingivalis. **p=0,0027. 
         
Gráfico 2: Expressão de mRNA de caspase 9 (CASP9) em células de indivíduos sem periodontite (SP) e com periodontite (CP) cultivadas 
sem estimulação antigência. **p= 0,0027 
 
O processo inflamatório nos tecidos periodontais pode resultar em morte celular, pois o 
desfecho mais comum num quadro inflamatório/infeccioso é o dano tecidual por necrose. 
Entretanto, um corpo de estudos tem demonstrado a indução ou inibição de mecanismos de 
apoptose em diferentes tipos celulares frente ao desafio por microrganismos orais e/ou seus 
componentes moleculares isolados (WANG, 2015; DITTMANN, 2015; AO, 2014; 
YOSHIMOTO, 2014; ZHAO, 2014; LI, 2014; BOSTANCI, 2013). A regulação negativa de 
CASP9 por HmuY de P. gingivalis sugere o seu papel em impedir a ativação da cadeia 
sinalizadora da via intrínseca em nível transcricional em células de pessoas com periodontite 
crônica. A caspase 9 é uma cisteína peptidase iniciadora de caspase que cliva e ativa caspases 
executoras (3 e 7), levando à apoptose. (STEPHEN, 2010). Este pode ser um dos mecanismos 
pelos quais a bactéria interage com o sistema imune do hospedeiro, perpetuando a inflamação 
nos sítios infectados.  
 
CONCLUSÃO 
A proteína HmuY, produzida por P. gingivalis, diminui a expressão gênica relativa para 
CASP9 em células mononucleares do sangue periférico de indivíduos com periodontite. 
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